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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

<g) Magnetische Nanoteilchen mit biochemischer Wikrsamkeit und Verfahren zu ihrer Herstellung sowie thre 
Verwendung 

(§) Die Erfindurtg bezieht sich auf magnetische Nanoteil- 
chen, ihre Herstellung sowie auf ihre Verwendung. 
Aufgabe derErfindung ist die Bereltstellung von Nanoteil- 
chen, die spazifisch auch im intrazellularen Bereich von 
Zellen Bindungen an intrazellulara Biomakromolekute 
eingehen konnen, so dad durch Einwirkung eines auHe- 
ren Magnetfeldes eine Separation moglich wird. 
Die Losung erfolgt durch magnetische Nanoteilchen mit 
biochemischer Wirksamkeit, bestehend aus einem ma* 
gnetischen Kernteilchen und einer am Kernteilchen fixier- 
ten Hijllschicht, enthaltend eine Verbindung der aligemei- 
nen Formel M - S - L - Z (I}, wobei die Verkniipfungsstellen 
zwischen S und L und L und Z kovalent gebundene funk-- 
tionelle Gruppen aufweisen und wobei 
M das magnetische Kernteilchen, 
S ein an M fixiertes, biokompatibles Substrat, 
L eine LlnkerGruppierung ist und 

Z eine Gruppierung, bestehend aus Nukleinsauren, Pepti- 
den Oder Proteinen oder deren Derivate, die mindestens 
eine Struktur aufwerst, die spazifisch mit einer Bindungs- 
domane eines intrazellularen Biomakromolekuls zur Bin- 
dung befahigt ist, 
ist. 
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Beschreibung 

Die Krfindung bezichi sich auf niagneiische Nanoieilchen, ihre Herslellung sowie auf ihre Verwendung geinaB den 
Oberbegritfen der Anspruche 1, 9. 13, 17, 18, 19. 21 und 23 bis 25. 
5 Krebserkrankungcn gehdren zu den haufigslen Todesursachen. Iininer niehr Menschen slerben insbesondere an Lun- 
gen-, Brusi- und Proslatakrcbs. Die Bekanipfung von Krebserkrankungcn gchorl darum gegenwanig zu den vorrangigen 
Zielen der Medizin. 

Zu den tiblichen Behandlungsmelhoden der Bekampfung von metaslasierenden Tumoren gehort neben deroperativcn 
Enifernung befallener Organe die. Chemolhcrapie niit ihrein bekannren Nebenwirkungsprofil. da die Medikainenle in- 
10 folge ihrer unspezifischen Wirkung auch gesunde Zellen schadigen und zwar an den dafUr empfdnglichen Siellen des ge- 
samten Korpers. 

Neue Therapieansatze nuizen u. a. Immunreakiionen, indein einmal die k6rpereigenen Abwehrkraflc dutch Boien- 
sloffc Oder Zytokine aktiviert werden und zuin andcrcn EiwciBmolekiile und/oder monoklonale Antikorper die IVjinor- 

zellen vemichten. 

15 Neuentwickluiigen auf deni Gebiet der Tlimorzellseparalion benuLzen bereits Teilchen mit. magnetischem Kern, die 
mil biologisch akiiven Hiillsubsianzen modifiziert sind. Sogenanntes "drug targeting" mit an magnetische Mikrospharen 
gekoppelten Substanzen wie Doxorubicin oder anderen Zytostatika befinden sich in der Entwicklung. 

Die auch bekannlen "Microbeads" und "Dynabeads" werden schon fur diagnoslische Verfahren genuUU indem die ma- 
gnetischen Mikrospharen infoJge biologischer Wechselwirkung an die Zellmembran maligner Zellen adsorbien und an- 

20 schlieBend magnetisch separieri. werden. Da die Obcrflachensuiiktur der Zellniembran im allgemeinen unspezifisch ist, 
liegen die Separalionsralen allerdings bei weniger als 80%, Das hat zur Folge, daB die Gefahr besteht, dafi viele Krebs- 
zellen nicht separien worden sind. Diese kdnnen weiierhin Meiastasen bilden. 

Die Separation zum Zwccke der Diagnose erfolgl dabei ausschlieBlich cxtrakorporaU d. h. die Flussigkeit mil den zu 
sepanerenden Zellen wird in einem geeigneten GefaB auBerhalb des menschlichen Korpers behandelt Nach der Separa- 

25 lion kann die nun gereinigie FlUssigkeit wieder dem menschlichen Korpcr zugefuhrt werden. 

Aufgrund der unvoUstandigen Abuiennung der malignen Zellen isi zu erwanen, daB dieses Verfahren nach einiger Zeil 
wiederholt werden niuB. Da aber das Verfahren ohnehin kranke Personen sehr slaik belastei, ist eine wiederholle Be- 
handlung nur sehr bcgrenzt m5glich. 
In der DE 41 16 093 Al ist ein Verfahren zur Gewinnung magnetischer TVager durch konlrolUene Modifizierung der 

30 Oberflache von raagneiischen Teilchen beschrieben. Nach diesem Verfahren werden magnetische Teilchen beschrieben, 
die auch magnetische Flussigkeilen zu bilden in der Lage sind, die dadurch gekcnnzeichnct sind, daB sie Heieropolya- 
nionen und gesauigte oder ungesattigte oberflachenaktive Mittel tragen. Diese Oberflachenmodifizierung soli ermogli- 
chen, daB biologisch aktive Molekiile, unter anderem Antikorper, an die Oberflache der Teilchen gebunden werden kon- 
nen. Die biologisch akiiven Molekule werden hier uber Thio-Briicken an Polylhiolc gebunden. Unier anderem werden 

35 hier als Linker-Substanzen Dicarbonsauren und Hydroxycarbonsauren sowie Dimerkapiobersleinsaure eingesetzt Diese 
Verbindungen sind in der Lage, aufgrund einer Eisen-komplexierenden Gruppe an das magnetische Teilchen zu binden. 

Hs hal sich gezeigt-, daB diese magnetischen Teilchen, die auf der Oberftache biologisch aktive Molekule enllialten, 
nicht geeignet sind, in imrazelluiare RSume einzudringen und don mil Biomakromoleklilen zu koppeln, da sie keine aus- 
reichende Biokompatibilt^ besitzcn. 

AO In der DE 196 24 426 Al sind magnetische Flussigkeilen fiir den Transport von diagnostisch oder therapeuiisch wirk- 
samen Substan7£n beschrieben. Die niagnelischen Kemtcilchen werden mit Polymercn umhUllt, die reaktive Gmppen 
aufweisen, die zur kovaienten Bindung oder zum lonenaustausch befahigt sind. An diese durchaus biokompatible Hiille, 
die unter and^eni aus Dextran bestehen kann, kdnnen neue oder zus^tzliche funktionelle Gruppen aufgebracht oder ak- 
tiviert werden, z. B. Bersteins^ureanhydrid oder Chloressigs^ure, an die dann die diagnostisch oder therapeutisch wirk- 

45 samen Substanzen entwcder iiber eine heteropolare oder eine kovalente Bindung fixiert werden. Das an das Magnetteil- 
chen auf die beschriebene Weise gebundene Pharmakon soil intravenos verabreichbar sein und mitiels cines magne- 
tischen Hochgradientenfeldes im Bereich cines Zielgcbietcs wie z, B. cines Tumores oder cincr cnlzundlichcn Gewcbs- 
region fixiert werden und dorl seine diagnosiischen und therapeutischen Wirkungen entfallen. Urn diese n Ttansporl im 
Magneifeld zu emiCglichen, ist hier eine hohe iniravasale Verfijgbarkeitdcr Magnetteilchen erforderlich, dcrcn Partikcl- 

50 groBe mil 200-500 nm angegeben werden. Schon aufgrund der GroBe der Teilchen ist auch hier ein Eindringen der Teil- 
chen in inu-azellulare Raume nicht moglich. Auch eine spezifische Bindung an intrazellulare BioinakromolekUle ist mil 
diesen Teilchen nicht durchfiihrbar. 

Aufgabe der Erfindung ist die Bereiistellung von Nanoieilchen, die speziftsch auch im intrazeliularen Bereich von Zel- 
len Bindungen an imrazelluiare Bioinakroniolekule eingchen konnen, no daB durch Einwirkung eines auBcrcn Magnei- 

55 fcldcs cine Separation moglich wird. 

Die Losung der Aufgabe erfolgl erfindungsgemaB mil den kennzeichnenden Teilen der Anspriiche 1, 9, 13, 17, 18, 19, 

21 und 23 bis 25. 

Die erfindungsgemSBen magnetischen Nanoieilchen sind voneilhafterweise in der Lage durch die Zellmembrancn in 
inurazellul^e RSume einzudringen und dorl mit intrazellul^en BiomakromolekiJlen zu interagieren. 
60 Die magnetischen Nanoieilchen besiehen aus fem- oder fcrromagneiisch«n Material und weisen biologisch aktive 
und/oder therapeutisch wirksame Hiillschichlen auf. Sie sind in der Lage, zum eincn die Zellmembran der Zellen zu 
durchdringen und zum anderen im intrazeliularen Bereich von malignen Zellen mit hoher Spezifitat an dem dort befind- 
lichen Targets anzudocken. 

Die GtoBe der erfindungsgemaBen Nanoieilchen beirSgt in der Regel 2 bis 100 nm. Die Nanoieilchen haben hinsicht- 
65 lich des Vermbgcns der Durchdringung der Zellmembran und ihrer besscren Kerpcrvertraglichkeit hervorragende Eigen- 
schaflen. Obwohl sic wegen des klcincn \blumens ein relativ geringes magnetisches Moment besitzen, fiihrt die inun- 
zellulare Teilchenagglomeraiion aufgrund der Bindung an die intrazeliularen ZielbiomakromolekQle zu eincr Konzenlra- 
tionssleigerung mit Erhohung des magnetischen Momentes der abzutrennenden malignen Zellen, was die magnetische 
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Separation begunsugt. 

Typische Kemmaterialien der erfindungsgeniaBen Nanoleilchen sind Ferriie der allgenieinen ZusajTimenseizung Me- 
OxFe203, wobei Me ein zweiweniges Metall, wie Co, Mn oder Fe isi. Weiiere geeignele Malerialien sind Y-Fe203, Rein- 
ineialle Co» Fe, Ni und Melallverbindungen, wic Carbide und Nitride. 

Da das inagnctische Moment von Cobalt und Eisen bis zu vierfach hoher als das der Ferriie isi, sind diesc Sloffe bei 5 
gleicher TeilcheogrdBe und gleichen Magnetfeldern eflfekliver abzutrennen. Allerdings isi zu berucksichiigen, daB die 
biologische Vertraglichkeit dieser Materialien geringer ist. Das kann ein \brieil sein, wcnn dadurch eine zusaizliche 
Schadigung von beispielsweise nialignen Zellen erfotgt. Andererseits isi die Exposition szeit und Konzentraiion dieser 
Stoffe in gesunden Zellen zu begrenzen. 

Das Zusamnienspiel von biochemischen, medizinischen und physikalischen Eigenschaften erfordert die Herstellung 10 
von tnafigeschneiderten magneiischen Kemmaterialien und HuUschichlen. 

ErflndungsgeraaB emidglichen die magnetischen Nanoteilchen gem^ Anspruch 1 ein Durchdringen derZellnienibra- 
nen und das Interagieren der magneiischen Nanoteilchen mil intrazellul&'en Zielbiomakromolekulen. Dazu ist es erfor- 
derlich, die magneiischen Nanoteilchen homogen in KorperflUssigkeilen zu verteilen, denn aggregierte Nanoteilchen 
sind nicht in der Lage, die 2^1Lmembran zu durchdringen. Das setzt unter anderem eine genUgend dicke Hiillschicht, die 15 
wenigstens in der GroBenordnung des Radius der Kerne sein muB, und eine gute Biokompatibilillit der Beslandteile der 
Hiillschicht voraus. Ladungstrager im Hullmaierial, also ein hoheres Zetapotential, konnen die Dispergierfahigkeit in der 
Korperfliissigkeit zusaizlich gunsiig beeinflussen. 

Eine besonders gunsiige Applikaiionsfonn der magnetischen Nanoteilchen ist eine Dispersion gemaB Anspruch 9. 

Eine homogene Verteilung der erfindungsgeniaBen magnetischen Nanoteilchen kann durch Einstellung einer geringen 20 
Konzenlration der Nanoteilchcn-Dispersionen begunsTigl werden. Hohere Konzentrationen entstehen dann allerdings im 
Innenraum der Zelle, wenn die Nanoteilchen durch spezifische Adsorption an ZielbiomakromolekUle im inirazellularen 
Bercich von Zellen konzentiierl werden. Im Inneren der Zelle ist eine Teilchenagglomeration von \brteil. Die Konzen- 
trationssteigerung an magnetischen Nanoteilchen erhoht das magnelische Moment in der zu separierenden Zelle. 

Die Bildung der magnetischen Kemieilchen findet eniweder in der waBrigen oder oiganischen Phase iibcr Keimbil- 25 
dungs-/Knstallwachstumsprozesse stall. Die Herstellung in der w^rigen Phase Uber chemische Fallungsmeihoden hat 
mehrere Vorteile, zum einen bilden sich in einer ersten Stufe die unmodifizierten magnetischen Ibilchen, diese konnen 
Uber pH-Hnslellungen sowohl positive als auch negative Ladungsvorzeichen erhalten. Erst in einer zweiten Stufe wer- 
den die Hullmolekule adsorbiert. Die Adsorpiionseffektivitat ricbtet sich nach dem Ladungsvorzeichen an der Oberfla- 
che der magnetischen Kemteilchen. Es gilt die Regel, daB HOIlmolekUle mil negativ geladenen MolekQlteilchen bevor- 3U 
zugt an KemoberflSchen mil positivem Ladungsvorzeichen adsorbieren. Dabei erfolgt meist eine ionische chemische Re- 
aktion, wie z. B. zwischen Carboxylverbindungen und Aminoverbindungen. Diese hat den Vorteil, daB die adsorbierten 
Hullmolekule einmal vollstandig die Kemoberflache bedecken und zum anderen fest auf dieser verankert sind. 

Ofl reichl eine koordinalive Bindung des biokompaliblen Substrates S fur eine feste Verankerung aus, wie das fur Po- 
lysaccharide bekannt ist. 35 

Die Herstellung von ferromagnetischen Melallkemteilchen erfolgt uberwiegend durch Themiolyse der Metallcarbo- 
nyle in der organischen Phase. Dabei werden in der organischen Phase losliche Tenside oder Polymerc zugcsetzt, die zur 
Stabilisierung dicneo. In der ersien Reaktionssiufe werden dadurch Kemteilchen, die in der oiganischen Phase homogen 
vcrieilt sind, gebildet. In einem zweiien Rcaktionsschritl erfolgt die Oberfiihrung der Kernleilchen in eine wSBrige IVS- 
gerflUssigkeit, Enlhalt die Hiillschicht modifizierte Aminosauren, so erfolgt die LJberfuhrung der Kemteilchen nach weit- 40 
gehender Hntfernungdes organischen Tiisungsmitlels durch Zusat7. von alkalischer wSBrigerTragerfliissigkeil. Die Hiill- 
schicht wird in das wasserlosliche Salzder Ann'nosaure iiberfuhrl, die die Dispei^ierung der magnetischen Kemteilchen 
bewirkt. AnschlieBend k6nnen Qber weitere Reaktionen die magnetischen Nanoteilchen hergestelll werden. 

Erfindungsgem^B enthalten die magnetischen Nanoteilchen eine Verbindung der allgemeinen Formel M-S-L^Z (I), 
wobei die Verknilpfungsstellen zwischen S und L und L und Z kovalent gebundene funktioneiie Gruppen aufweisen und 45 
wobei 

M das magnctisches Kemteilchen, 

S ein an M fixierlcs, biokompatibles Substrat, 

L eine Linker-Ciruppierung ist und 

Z eine Gruppierung, bestehend aus Nukleinsauren, Pepriden oder Proieinen oder deren Derivate. die mindestens eine 50 
Struktur aufweist, die spezifisch mit einer Bindungsdomane eines intrazellularen Biomakromoiekiils zur Bindung beia- 
higt ist, ist. 

Die magneiischen Kemteilchen bestehen aus Magnetir, Maghemit, Ferrilen der allgemeinen Formel MeOxFe203, wo- 
bei Me ein zweiweruges Metall, wie Cobalt, Mangan, Eisen ist, oder aus Cobalt, Eisen, Nickel, Eisencarbid oder Eiscn- 
nitrid. Die GroBc der Kemteilchen bctriigt in cincr Wcitcrbildung der Erfindung 2-100 nm. 55 

Das Substrat S wird in einer Ausfuhrung der Erfindung durch die Verbindungen wie Poly- bzw. Oligosaccharide oder 
deren Derivate wie DexU-an, Carboxymethyl-DexUran, Starke, Dialdehyd-Starke. Chitin, Alginate. Zellulose, Carbox- 
ymethyl-Zellulose, Proteine oder deren Derivate wie Albumine, Peptide, synthetische Polymere wie Polyethylenglykole, 
Polyvinylpyrrolidon, Polyeihylenimin, Polymethacrylate, bifunktionelle Carbonsauren und deren Derivate wie die Mer- 
kaptobernsieinsaure oder Hydroxycarbonsauren gebildet. 60 

In einer weileren Ausfuhrung der Erfindung wird die Linker-Gruppierung L durch Umsetzung einer Verbindung wie 
Poly- und Dicarbonsauren, Folyhydroxycarbonsauren, Diamine, Aminosauren, Peptide, Proteine, Lipide, Lipoproieine. 
Glykoproieine. Lektine, Oligosaccharide, Polysaccharide, Oligonukleoiide und deren alkylierte Derivate und Nuklein- 
sauren (DNA, RNA, PNA) und deren alkylierte Derivate, entweder einzelstrangig oder doppelstrangig vorliegend, die 
mindestens zwei gleiche oder unterschiedliche funktioneiie Gruppen enthalt, gebildet. 65 

In einer weiteren .Ausflihrungsvariante der Erfindung sind bei^ielhafl die funktionellen Gruppen voigesehen, die als 
Verkniipfungsgruppierungen fiir das Substrat S, fiir die Linker-Gruppierung L und die Gruppierung Z erfindungsgemaB 
eingesetzi. werden konnen. Wesentlich ist, daB die Verbindung (I) durch kovalenie Bindungen gekennzeichnei ist. 
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Die biocheniisch wirksaiiie Verbindung der allgenieinen Fonnel S-L-Z (D) eignei sich hervorragend zur Herstellung 
der erfindungsgemaBen magnetischen Nanoieilchen. 

Die Herstellung der magnetischen Nanoieilchen erfolgl stufenweise. Die inagneiischen Kemieilchen werden auf an 
sich bekannie Wcise hergesielll und in einer bevorzugien Variance unniiitelbar mil der biochennsch wirksanien Verbin- 
5 dung (II) unigesetzL 

In einer weiteren Ausftihrung der Erfindung werden die erfindungsgcmaBen magnetischen Kemieilchen nach folgen- 
dem Verfaliren hergestellr: 

a. Herstellung der magnetischen Kernteilchen auf an sich bekannie Weise, 
10 b. Umseizen der magnetischen Kernteilchen mit dem biokompatiblen Subsirat S und 
c. Umsetzen der entsiandcnen Verbindung M-S mit einer Verbindung h-Z, 

wobci zur Herstellung von L-Z eine VeAindung wie Poly- und Dicarbonsauren, Polyhydroxycaibonsauren, Diamine. 
AminoMuren. Peptide, Proicine, Lifride, Lipoproieine, Olykoproieine, Lektine, Oligosaccharide, Polysaccharide. Oligo- 

15 nukleoiide und dcren alkylierte Dcrivale und NukleinsSuren (DNA, RNA, PNA) und deren alkylierte Derivatc, entweder 
einzelstriingig oder doppelstdingig vorliegend die mindesiens zwei gleiche oder unierschiedlichc funktionelle Gruppen 
enthall, mil Nukleinsauren, Pepiiden und/oder Proteinen bzw. deren Derivaie, die mindesiens eine funktionelle Gruppe 
aufweisen und die mindesteiis eine Struktur enthallen, die spezifisch mil einer BindungsdomMne eines inu^UulSren 
Biomakromolekuls zur Bindung befahigt isU umgesetzt werden, 

20 Zur Herstellung der biochemisch wirksamen Verbindung (U) wird so verfahren, daB erst die Verbindung L-Z herge- 
sielll wird und anschlieBend L-Z mil dem Subsirat S umgesetzt wird. 

Die erfindungsgcmaBen Nanoieilchen lassen sich zur Separation von Zellen, zur Separation von malignen Zellen und 
zur Separation von intrazellularcn Biomakromoiekulen verwcnden. Als Angriffspunktc fur eine Inieraklion mit intrazel- 
luiaren Biomakromoiekulen sollcn insbesondere auch die Fusionsregionen von Chromosomen als molekulare Marker 

25 diejien. Das konnen z. B. erkrankungstypische molekulare Marker sein. Weilerhin konnen diese Fusionsregionen zu Fu- 
sionsgenen fuhren, die Fusions-Boten-Ribonukleinsauren (Fusions-mRNA) und Fusionsproieine hervorbringen. Bei- 
spielgebcnd soli die Chronisch-Myeloische Leukainc (CML) genannl werden. Bei der CML iritt ein Chromosomenrear- 
rangement 1(9; 22)(q34; qll) auf, das sog. Philadelphia-Chromosom, das zura BCR/ABL-Genprodukt fUhrt. Das heiBl, 
in den Zellen mitdieser Chromosomenveranderung liegt ein Gen voi; das in kciner anderen Kdrperzelle vorkommt. Die- 

30 ses Gen wird in Boten-Ribonukleinsfiurc (mRNA) umgeschrieben und fUhri zur Synthese des BCR/ABL-Proteins. Die 
BCKyABL-mRNA und das BCR/ABI^Prolein kommcn nur in den 'Ramorzellen vor. Als BindungsdomSne fiir die ma- 
gnetischen Nanoieilchen kommt die BCR/ABL-mRNA in Betracht. Die Z-Gnippierung der erfindungsgemaBen magne- 
lischen Nanoieilchen soil mitlels Nukleinsaure-Nukleinsaure-Wechsclwirkung mil der komplemeniaren Sequenz auf der 
mRNA interagieren, wobei die BCR/ABL-Fusionsielle in dieser Sequenz enthallen sein muB. Die individualspezifische 

35 Sequenz urn die Fusionsslelle ist vorher durch Laboniiethoden bestimmt worden. Die Interaktion soil im Zytoplasma der 
Tumorzellen statlfinden. Nach dein Andocken der magnetischen Nanoieilchen uber die Z-Gruppierung an die komple- 
mentare Sequenz auf der BCR/ABL-mRNA ist die 'i\jmorzelle markiert. 
Weitere beispielhafie Krebserkrankungen sind nachfolgend genannl: 

40 Hamatologischc Erkrankung ChTomsomenrearrangcment fFusionsgenprodukt) 

Akutc Lyraphatische LcukSmie (ALL) i(9; 22)(q34; ql 1)(BCR/ABL) t(l; 19)(q23; pl3)(E2A/PBX) i(8; 

14)(q24; q32) t(2; 8)(pl 1; q24) i(8; 22)(q24; ql l)(MyC, IGH, IGK, 
IGL) t(4; llXq21: q23)(MLUAF2) t(l: 14)(p32: qll)del(lp32) 
(TALI, TCRA) 

45 Akute Myeloische Leukamie (AML) t(8; 21 )(q22; q22)(AMUETO) t(l5; 17)(q21 : ql 1)(PMI7RARA) 

invl6(pl3q22) t(16; 16)(pl3; q22) (MYHll/CBFb) 1(6; 9Xp23; q34) 
(DEK/CAN) 

Non-Hodgkin Lyinphome t(14; I8)(q32; q21)(BCL2AGH) l(8; I4)(q24; q32) t(2; 8)(pll; q24) 

t(8; 22)(q24; ql 1 ) (MYC, IGH, IGK, IGL) 1(1 1; 14)(ql3; 
50 q32XBCLl/IGH) t(3; 14)(q27; q32)(BCL6/IGH) 

Ewing Sarkom t(ll; 22)(q24; ql2)(FLIl/EWS) 



Fiir diese Erkrankungen, die wiederum nur eine Auswahl der denkbaren zu iherapierenden Krankheilen darslellen, 
55 kommi sinngcmaB o. g, Vorgchcn zur Anwcndung. Es cxisticrt jcwcils cine krankhcitstypischc Bascnscqucnz, die durch 
die folgenden Chromosomenlokalisationen eindeulig beschrieben ist. Enlsprechend soli auch bei diesen Erkrankungen 
die Z-Gruppierung der magnetischen Nanoieilchen miitels Nukleinsaure-Nukleinsaure-Wechselwirkung mil der kom- 
plemeniaren Sequenz (Bindungsdomahe) auf der nnRNA interagieren. Die Menge aller exakten Basensequenzen fiir wie- 
derum alle denkbaren Erkrankungen ist unendlich groB, allein fiir die CML sind derzeil mehr als 10 Bruchregionen be- 
60 schrieben, hierzu werden standi g neue beschrieben. 

EHe Erfindung wdsl veischiedene Vorleile auf. Zunachsl hat sich gezeigl, daB die erfindungsgemSBen magnetischen 
Nanoieilclien in enisprechendcn Zellkuhur-Untcrsuchungcn eine hohc Biovcrtraglichkeii aufweisen. Hierdurch ist. eine 
gefahrlose Applikation moglich, wobei ebenso cine rein extrakorporale Verwendung der Parlikei im Rahmen der erfin- 
dungsgemaBen Anwendungen denkhar isL Ira Unterschied zu den existierenden Separalionsverfahren miitels Durch- 
65 flusszytometrie (FACS) sowie Magnetseparauon (MACS) bielen die erfindungsgemaBen magnetischen Nanoieilchen 
entschcidende Vorteile. Mil ihnen ist es moglich, in das Innerc der Zellen, das sogenannte Zytoplasma, vorzudringen und 
hier spezifisch eine Bindung von Biomakromoiekulen mil enisprechendcn Sirukturen wie Bindungsdomanen von Nukle- 
insauren herbeizufiihren. Auch nach enlsprechender Translation cnlstehende Proicine sind als Ziclbiomakroinolekiile fur 
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die spezifische Bindung an die Gruppierung Z der allgemeinen Forniel (I) ins Auge gefasst. Nach heuligeni Kenninis- 
siand weisen aile bosanigen Erkrankungen ein veranderles Genom in der Zj&Wc als Grundlage auf. Bei einer Reihe von 
Krankhciren ist diese molekulare Grundlage bereiis definiert. Die Fusion von exisiierenden Genen zu sogenannlen Fusi- 
onsgcncn fiihrt zu einer individualspezifischen Veranderung der Bascnsequenz, die sowohl Spezifiiat im Hinblick auf die 
zugrunde liegende Erkrankung als auch auf den jeweiligen Paiienlen besitzL Im Rahnien dieses \brgehens wird erfin- 5 
dungsgemaB zunachsi miilels molekularer Diagnosiik die veranderte genomische Struktur (Bindungsdomane) als spezi- 
fisclien Binduiigspartner der Gruppierung Z in (I) definiert. Im Gefolgc hicrvon wird die Gruppierung Z als spczifischer 
Bindungspartner der Bindungsdomane synlhetisiert und anschlieBend klinisch eingesetzt. Weilerhin ist auszufuhren. 
dass auch gesunde Zellen definierte Basensequenzen besitzen, die als Bindungsdomane von Interesse sind. Als Beispiel 
hierzu mogen enibryonate Zellen dienen. die in jedem gesunden Oiganismus vorhanden sind und als Prototyp einer Zell- lO 
typ-spezifischen Genexpression eine gegeniiber adulten Zellen geanderte Basensequenz besitzen. Diese Zellen konnen - 
ebenso wie maligne Zellen - als Zielobjekte fiir eine Magnet-Separation intxazeUularer Biomakromolektite dienen, in- 
dent eine spezifische Bindung der Gruppierung Z an intrazellul^ NukleinsSuren herbeigefUhrt wird. Somit wird klac 
dass die Separation maligner Zellen nur ein Beispiel von vielen sein dUrfie. Neben der Separation aus Blut kommt selbsi- 
verst^ndlich auch der Einsatz aller anderen Kdrperflussigkeiten wie Liquor, Lyiiiphe, Urin, Speidiel, Spernia sowie dis- 15 
soziierter Gewebe in Beurachl. 

Die erfindungsgemaBe Verwendung der magnetischen Nanoieilchen soil am Beispiel der chronisch-myeloischen Leu- 
kamie nochmals ausfuhrlicher dargelegt werdcTi. Seit langem ist bekannt, dass der chronisch-myeloischen Leukamie 
eine spezifische Translokaiion zwischen Chromosom 9 und 22 zugrunde liegl, welche als Oberbegriff als Philadelphia- 
Chromosom bezeichnei werden. Molekulare Analysen der letzlen Jahre haben jedoch ergeben, dass selbsl. bei einer 20 
Krankhei! eine Vielzahl von nioglichen Bruchpunkten - sprich verschiedenen Fusionsgenen - exisiien, die beim jewei- 
ligen Paiienlen individuell definien werden miisscn. Es isi soniit nicht moglich, eine Universalsiraiegie fiir jeden Paiien- 
len mil chronisch-myeloischer Lcukajiiic anzubielen, vielniehr muss im oben bescliriebencn Sinnc zunachst die exakte 
Lokalisation des Bruchpunkles (Bindungsdomane) definiert werden. Die Bruchpunkte sind vorteilhafierweise nach ent- 
sprechender Charaklerisierung spezifisch mit den erfindungsgemaBen magnetischen Nanoteilchen anziigeheri. Es kon- 25 
nen dann geziell Zellen des malignen Klons zunachsi markierl und sparer in gewiinschler Weise separiert werden. Dieses 
Vorgehen ist prinzipiell fiir samlliche anderen Erkrankungen moglich. Auch solide Tumorcn wie das Mammakarzinom 
Oder das Dickdamikarzinom werden zunehmend in ihren molekularen Grundlagen verstanden. Hierbei konnen heredi- 
tare Formea von Brust- und Darmkrebs gegeniiber sporadischen Fomien, die nach wie vor die weit. iiberwiegende Mehr- 
zahl der Krankheitsf^le ausmachen, abgegrenzt werden. Anhand der Expression bestimrater Genmusier ke3nnen hier die 30 
malignen Zellen wiederura markierl werden und in gewUnschter Form isoliert werden. Hierbei isi prinzipiell sowohl die 
Extraktion aus Fliissigkeiten wie auch aus Gewebe denkbar. An dieser Stelle muss nochmal belont werden, dass ein solch 
spezifisches \forgehen bisher mit keinem anderen magnetischen Nanoteilchen realisierbar ist und eine vollig neuartige 
Anwendung der Bindung von Magnetpartikeln an Biomakromolekiile darstellt. 

Die Erfindung wird an Hand der folgenden Ausfiihrungsbeispiele naher erlautert. 35 

A ust uhru ngsbei spiele 
Beispiel 1 

40 

0,5 Mol VeC.U X 4H2O und 1 Mol FeClj x 6H2O werden in 100 ml Wasser voDsfandig gdost und unler Riihren mit. 
konzentriertem Ammoniuinhydroxid versetzt bis ein pH-Wert. von 9 erreicht wird. Die schwarzen Teilchen in der Disper- 
sion werden raagnetisch abgeu-ennt und die iiberstehende Lbsung abdekantiert. Danach wird die Dispersion mit halbkon- 
zenlrierler HCi auf pH 1-4 gebracht, wobei die Teilchen umgeladcn werden. Der ProzeB wird wiederholl bis die Tfeilchen 
beginnen zu redispergieren. Danach wird zenlrifugierl (5000-10000 g) und die Iiberstehende partikelarme Losung abde- 45 
kaniien. Der ROcksiand wird wieder in HQ (3-10 N) aufgenommen und der ganze ProzeB solange wiederhoh bis eine 
elekirische Lciifdhigkeit von 20-500 pS/cm bei einem pH-Wert. von 4-5 erreicht wird oder aber der RUckstand wird ge- 
gen HCI (3-10 N) dialysiert bis ebenfalls diese Werte erreicht werden. 

Die Sattigungspolarisation des gebildeten, stabilen Magnetii/Maghcmit-Sol betragl maximal 6 mT. 

50 

Beispiel 2 

0,5 Mol FeCl2 x 4H2O und 1 Mol FeCh x 6H7O werden in 100 ml Wasser vollstandig gelost und unler Ruhren mit 
kon^Kniriertem Aiiiiiioniumhydroxid verselzl bis ein pH-Werl von 9 erreicht wird. Die schwarzen Teilchen in der Disper- 
sion werden magnclisch abgctrcnnt und die iiberstehende Losung abdekantiert. AnschlieBend gibt man untcr Riihren ci- 55 
nige Milliliter NVassersioffperoxid (30%ig) zu, wobei die Teilchen zu Maghemil oxidiert werden. Danach werden die 
Teilchen durch Zugabe von halbkonzentrierter HCI wie unter Beispiel 1 beschrieben behandelt. 

Die Sattigungspolarisaiion des gebildeten, stabilen Maghemit-Sol betragt maximal 6 mT. 

Beispiel 3 60 

Zu 100 ml des unter Beispiel 1 und 2 bescliriebenen Magnctit- und/oder Maghemit-Sols gibt man 6g CM-Dexlran 
(DS 0,4-2) gelosl in 20 ml Wasser und erwaniit. die Mischung unter Ruhren auf 40-80**C, vorrangig auf SO-eO^'C, fiir 
30 min. Das dabei gebildete stabile Sol, beslehend aus mil CM-Dexu-an beschichteten MagnelityMaghemil-Teilchen, 
wird anschlieBend durch Dialyse gegen Wasser gereinigt. 65 
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Beispiel 4 

Zu einer Losung aus 0,6 g CM-Dexlran CDS 0,4-2) in 25 ml Wasser werden unlerRiihren bei 70°C 1 3.1 ml einer 1 M 
Fe(ni)-chlorid-Losung, in der2.04 g FeCL? ^ 4H2O gelosr sind, langsam zugeiropfi. Danach wird das Reakiionsgemisch 
5 durch Zugabe von verdiinnier NaOH (2 N) auf pH 9-10 gebrachl, anschlieBend mil verdunnier HCl (2 N) neutralisierl 
und fUr 2 h bei 70°C geriihrt, wobei der pH-Wen der Losung durch weitere Zugabe von verdunnier NaOH oder HCl auf 
eincni Wert von ctwa 6,5-7,5 gehalren wind. Nach Abkiihlen des Reakiionsgeniisches wird der unlosliche Anteil durch 
Zenlrifugaiion entfemt. und die erhaltene magnetische Fliissigkeii durch Dialyse gegen Wasser gereinigt. 

Die Saltigungspoiarisaiion der CM-Dexuran beschichteien Nanoreilchen betragi maximal 6 mT. 

10 

Beispiel 5 

Zu 100 ml des unter Beispiel 1 und 2 beschriebenen Magnetit- und/oder Maghemit-Sols gibt man 2g Dimerkapto- 
berasteinsaure gelost. iri 20 ml Wasser und crwarmi die Mischung unter RUhren auf 70*C flir 30 min. Das dabei gebildeie 
15 stabile Sol, bestehend aus mil Dimerkapiobernsteinsaure beschichteten Magnetit/Magheniii-Teilchen, wird anschlieBend 
durch Diaiyse gegen Wasser gereinigt. Die Sattigungspolarisation betragt 1 8 mT, vorrangig 3 6 mT. 

Beispiel 6 

20 Zu 100 ml des unter Beispiel 1 und 2 beschriebenen Magnetit- und/oder Maghemit-Sols gibl man 6g bovines Albu- 
min gelost in 100 ml Wasser und envarmt die Mischung unter Ruhren auf 70°C, fur 30 min. Das dabei gebildete stabile 
Sol, bestehend aus mil Albumin beschichteten Magnetit/Maghemit-Teilchen, wird anschlieBend durch Diaiyse gegen 
Wasser gereinigt. 

3S Beispiel 7 

100 nil der nach Beispiel 1 oder 2 hecgestellten Dispersion werden in einer alkalischen Losung, die 7 g N-Oleoylsar- 
kosin (Korantin SH von BASF) enthall, vermischt und 30 Minuten bei 50-80°C, vorrangig bei 65**C, gerUhrL Die Tfeil- 
chen agglomerieren nach dem Vermischen, stabilisieren sich aber wieder, wenn der pH-Wert ixn Alkalischen, voirangig 
30 zwischen 8 und 9, gehalten wird. Die Ibilchen fallen im Sauren aus, redispergieren aber wieder im Alkalischen. 

Beispiel 8 

Zu 1 mg Bemsteinsaure gelosi in 10 ml Wasser gibt man unter ROhren die aquimolare Menge eines wasserloslichen 
35 Carbodiimids (N-Elhyl-N'-(3-dimeihylaminopropyl)carbodiimid-hydrochlorid) und ISBt fiir 30 rain bei 5-1 OX riihren. 
AnschlieBend werden lOjjg eines aininofunktionalisierten Oligonukleotids (5-H2N-ACTGGCCGCT- 
UAAGGGClTCl'CiCUTCrCCA-OH-3') gelost in 50 ^1 Phosphat-Puffer (pH 7,0) zugegeben und das Geraisch fiir 24 h 
bei 5-10°C gehalten. Zur Abtrennung der Nebenprodukte und nichl umgesetzter Ausgangstoffe wird gegen Wasser dia- 
lysicrt und das Reaktionsprodukt lyophilisiert 

40 

Beispiel 9 

Zu 10 pg des nach Beispiel 8 funktionalisierten Oligonukleotids, gelost in 100 ^1 Phosphat-Puffer (pH 7,0), gibt man 
unter Ruhren 20 pg eines wasserloslichen Carbodiimids (N-£thyt-N'-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-hydrocbla- 
45 rid) und halt fUr 30 min bei S->10°C. Diese L5sung vArd anschlieBend zu 200 mg Albumin, gelost in 20 ml Phosphat-Puf- 
fcr* gegeben und das Gemisch fUr 24 h bei 5-1 OX gehaltra. Zur Aburennung der Nebenprodukte und nicht umgesetzter 
Ausgangstoffe wird gegen Wasser dialysiert und das erhaltene Reaktionsprodukt lyophilisiert. 

Beispiel 10 

50 

1 ml des unter Beispiel 1 und 2 beschriebenen Magnetit- und/oder Maghemit-Sols wird mit Wasser im Verhaltnis 
1 : 10 verdUnnt und durch Zugabe von verdiinnter NaOH auf pH 7 eingestellt. AnschlieBend gibt man 60 mg des nach 9 
funktionalisierten Albumins, gelost in 10 ml Phosphat-Puffer (pH 7,0), zu und erwarml unter RUhren fiir etwa 30 min auf 
40°C. Die dabei erhaltene magnetische Fliissigkeii. wird anschlieBend ^enlJifugien und die Losung durch Diaiyse gegen 
55 Wasser gereinigt. 

Beispiel 11 

5^ 10 jjg des nach Beispiel 8 funktionalisierten Oligonukleotids, gelost in lOOp! Phosphai-Puffer (pH 7,0), gibt man 
60 unter Ruhren 20 pg eines wasserloslichen Carbodiimids (N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-hydrochlo- 
rid) und hail fiir 30 min bei S-IO'^C. Diese LOsung wird anschlieBend zu 10 ml der nach Beispiel 6 hergestelilen und im 
Verhaltnis 1:10 mit Wasser verdtinnten magnetischen Russigkeit gegeben, fiir 24 h bei 5-10''C gehalten und danach 
durch Diaiyse gegen Wasser gereinigt. 

65 Beispiel 12 

1 ml der nach Beispiel 3 bzw. 4 hergestelilen magnetischen FlUssigkeii wird mit Wasser iiit VerhSlinis 1 : 10 verdUnnt 
mit 20 mg eines wasserloslichen Carbodiimids (N-£thyl-N'-(3-dimeihylaminopropy])caibodiiniid-hydrochlorid) ver- 
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sctzt und fUr etwa 30 inin bei 5~10°C geruhri. Danach werden 10 nig eines Peplids (H- Ala-Ala- Ala- A la-OH) zugegeben 
und das Geniisch fur 24 h bei 5-1 0°C gehalien. Zur Abirennung der Nebenprcxiukte und nichl unigeselzier Ausgangs- 
toffe wird gegen Wasser dialysiert. 

Beispiel 13 5 



Zu 10 ml der nach Beispiel 12 bescliriebenen Losung gibl man 20 mg eincs wasserloslichen Carbodiimids (N-Elhyl- 
N'-(3-dinielhylaminopropyl)carbodiiinid-hydrochlorid). liiBt fiir 30 min bei 5-1 0°C riihren und versetzt mit 10 fig eines 
aminofunktionalisierten Oligonukleolids (siehe Beispiel 7) gelost in 50 pi Phosphat-Puffer (pH 7.0). Das Geniisch wird 
dann fiir 24 h bei 5-10%. gehalten und anschlieBend gegen Wasser diaiysierL lO 

Patentanspriiche 

1. Magnetische Nanoieilchen mit biochemischer Wirksamkeil, bestehend aus einem inagnetischen Kemleilchen 
und einer aui Kernteilchen fixierten HiiUschichU dadurch gekennzeiclinel, daB die niagnetischen Nanotjeilchen is 
eine Verbindung der allgemeinen Fomiel 

M-S-L-Z (I) 



enihalien, 20 
wobei 

die Verknupfungsstellen zwischen S und L und L und Z kovalent gebundene funktionelle Gruppen aufweisen 

und wobei 

M das magnetische Kernteilchen, 

S ein an M fixierles, biokompaiibles SubsUrat, 25 
L eine Linker-Gruppierung ist und 

Z eine Gruppierung, bestehend aus Nukleinsauren, Peptiden und/oder Proteinen cxler deren Derivate, die minde- 
svsRs eine Struktur aufweist, die spezifisch mit einer Bindungsdom^e eines intrazellularen Biomakromolekuls zur 
Bindung befahigt ist, 

isi. 30 

2. Magnetische Nanotcilchen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Kernteilchen aus MagnetiL, Mag- 
hemit^ Feniten der allgemeinen Fonnel MeOxFe203, wobei Me ein zweiwertiges Melall, wie Cobalt, Mangan oder 
Eisen ist, oder aus Cobalt, Eisen, Nickel, Eisencarbid oder Eisennitrid bestehen. 

3. Magnetische Nanoieilchen nach einem der Ansprilche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da8 die GroBe der 
Kernteilchen 2-100 nm betragt. 35 

4. Magnetische Nanoteilchen nach einem der Anspriichc 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das biokoinpatible 
Substrat S eine Verbindung wie Poly- bzw. Oligosaccharide oder deren Derivale wie Dexiran, Carboxymethyl-Dex- 
u-an, Starke, Dialdehyd-Starke, Chiiin, Alginate, Zellulose, Carboxymeihyl-ZeUulose, Proteine oder deren Deri vate 
wie Albumine, Peptide, synthctische Polymcrc wie Polyelhylenglykole, Polyvinylpyrrolidon, Polyethyleniniin, Po- 
lymethacrylate, bifunktionelle Carbonsauren und deren Derivate wie die Merkaptobemsteinsdure oder Hydroxycar- 40 
honsauren ist. 

5. Magnetische Nanoteilchen nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Linker-Gruppie- 
rung L durch Umsetzung einer Verbindung wie Poly- und DicarbonsSuren, Polyhydroxycarbonsauren, Diamine^ 
Aminosauren, Peptide, Proteine, Lipide, Lipoproteine, Glykoproteine, Lekline, Oligosaccharide, Polysaccharide, 
Oligonuklcotide und deren aikylierte Eterivate und NukleinsSuren (DNA, RNA, PNA) und dereri alkyiierte Deri- 45 
vate, entweder einzelstrSngig oder doppelstrangig vorliegend, die niindesiens zwei gleiche oder unterschiedliche 
funktionelle Gruppen enthalt, entstanden ist. 

6. Magnetische Nanoteilchen nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 

die funklionellcn (Jruppen Gruppierungcn wie -CHO. -CXX)H, -NH2. -SH, -NC:S, -NCO, -OH, -(XX)R. 

wobei 50 

R Alkyl-, Acyl- oder Aryl-Resie sind und 



CO 



55 



sind. 

7. Magnetische Nanoteilchen nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB S und M kovalent 
mileinander verbunden sind. 

8. Magnetische Nanoteilchen nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB zwischen M und S 60 
eine eleku*ostatische Bindung ausgebildei ist. 

9. Dispersion, bestehend aus niagnetischen Nanoteilchen geniaB Anspruch 1 und einer TrSgerfliissigkeit. 

10. Dispersion nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die IVagerlliissigkeit polare und/oder nichlpolare 
L5sungsmitlel enthMlt 

11. Dispersion nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB die TVagerfliissigkeit Wasser und/oder ein 65 
mit Wasser mischbares Ldsungsmittel enthalt. 

1 2. Dispersion nach einem der Anspriiche 9 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB physiologische Zusatze enthalien 
sind. 
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1 3. Biochemisch wirksaine Verbindung der allgenieinen Forme! 



wobei 

die Verkniipfungsstellen zwischen S und L und L und Z kovalenl vcrbundcne funklionellc Gruppen aufweisen 
und wobei 

S ein an M fixiertes, biokompatibles Substrat, 
L eine biokompaiible Linker-Gruppierung und 

Z eine Gruppierung. beslehend aus Nukleinsauren, Pepiiden und/oder Proteinen oder deren Derivatc, die minde- 
stens eine Suuktur aufweist, die spezifisch mil ciner Bindungsdonnane eines intrazellularen Biomakroinolekuls zur 
Bindung befahigl isu 
ist. 

14. Biochemisch wirksanie Verbindung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da6 das biokompatible Sub- 
strai S eine Verbindung wie Poly- bzw. Oligosaccharide oder deren Derivate wie Dcxtran, Carboxynielhyl-Dcxiran, 
Stxirke, Dialdehyd-Stiirke, Chitin, Alginate, Zellulose, CarboxyniethyUZellulose, Proieine oder deren Derivate wie 
Albumine, Peptide, synUietische Polymere wie Polyeihylenglykole, Polyvinylpyrrolidone Polyethylenimin, Poly- 
meihacrylaie, bifunktionelle CarbonsSuren und deren Derivate wie die Merkaptobemsieinsaure oder Hydroxycar- 
bonsauren isi, 

15. Biochemisch wirksame Verbindung nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichneU daB die Linker-Grup- 
pierung L durch Umselzung einer Verbindung wie Dicarbonsauren, Diamine, Aminosauren, Peptide, Proteine, Li- 
pide, Lipoproieine. Glykoproieine, Lektine, Oligosaccharide. Polysaccharide, Oligonukleotide und deren alkyliertc 
Derivate und Nuklcinsauren (DNA, RNA, PNA) und deren alkylierte Derivate, entwedcr cinzelstrangig oder dop- 
pelsurangig vorliegend, die mindestens zwei gleiche oder unierschiedliche funktionelle Gruppen enthait, entstanden 
ist. 

16. Biochemisch wirksame Verbindung nach einem der Anspriiche 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB 

die funkiioneUen Gnjppen Gmppierungcn wie -CHO. -COOH, -NH2, -SH, -NCS. -NCO, -OH, -COOR und wobei 
R Alkyl-, Acyl- oder Aryl-Resie sind und 



sind. 

17. Verfahren zur Hcrstellung von magnetischcn Nanoteilchen gemaB Anspruch 1, gekennzeichnet durch die fol- 
gcnden Verfahrensschritte: 

a. Herslellung der magnelischen Kcrnteilchen aut* an sich bekannte Weise, 

b. Umsetzen der magnetischcn Kemleilchen mit der Verbindung S-L-Z (II) zur Verbindung M-S-L-Z (I). 

18. Vferfahren zur Hcrstellung der Verbindung der allgcmeincn Formcl (I) gemaB Anspruch 1, gekennzeichnet 
durch die folgenden Verfahrensschritte: 

a. Hcrstellung der magnelischen Kcrnteilchen auf an sich bekannte Weise, 

b. Umsetzen der magnetischcn Kemteilchen mil dem biokompatiblen Substral S und 

c. Umsetzen der entstandenen Verbindung M-S mit einer Verbindung L-Z, 
wobei 

zur HersteLiung von L-Z eine Verbindung wie Poly- und Dicarbons^uren. Poiyhydroxycarbonsauren, Diamine, 
Aminosauren, Peptide, Proieine, lipide, Lipoproteine, Glykoproteine, Lekline, Oligosaccharide, Polysaccharide, 
Oligonukleotide und deren alkylierte Derivate und Nuklcinsauren (DNA, RNA, PNA) und deren alkylierte Deri- 
vate, entweder cinzelstrangig oder doppelstrangig vorliegend, die mindestens zwei gleiche oder unterschiedliche 
funktionelle (iruppen enihaiL, 

mit Nuklcinsauren, Pepiiden und/oder Proteinen bzw. deren Derivate, die mindestens eine funktionelle Gruppe auf- 
weisen und die mindestens cine Stiuktur enlhalten, die spezifisch mit einer Bindungsdomane eines intrazellularen 
Bioniakroniolekuls zur Bindung befahigl isi, 
umgesetzt werden. 

19. Verfahren z,ur Herslellung der Verbindung der allgenieinen Fonnel (I) geiniiB Anspruch 1, gekennzeichnet 
durch die folgenden Verfahrensschritte: 

a. Hersteliung der magnetischcn Kcrnteilchen auf an sich bekannte Weise, 

b. Umsetzen der magnelischen Kemteilchen mil dem biokompatiblen Substrat S. 

c. Umsetzen der entstandenen Verbindung M-S mit Verbindungen wie Poly- und Dicarbonsauren, Poiyhy- 
droxycarbonsauren, Diamine, Aminosauren, Peptide, Proieine, Lipide, Lipoproteine, Glykoproteine, Lekline, 
Oligosaccharide, Polysaccharide, Oligonukleotide und deren alkylierte Derivate und NukleinsSuren (DNA, 
RNA, PNA) und deren alkylierte Derivate, entweder einzelstrSngig oder doppelsurangig vorliegend, die min- 
destens zwei gleiche oder unterschiedliche funktionelle Gruppen enthalt, und 

d. Umsetzen der entstandenen Verbindung M-S-L mit NukleinsSuren, Pepiiden und/oder Proteinen bzw. deren 
Derivate, die mindestens eine funktionelle Gruppe aufweisen und 

die mindestens eine Struktur enthalten, die spezifisch mit einer Bindungsdom^e eines inyazeUularen Bioma- 
kromolekUls zur Bindung befdhigt ist. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 19« dadurch gekennzeichnet, daB 

die Vcri3indungen S, L und Z Uber funktionelle Gruppen wie -CHO. -COOH, -NH:, -SH, -NCS, -NCO, -OH, - 
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COOR und 
wobei 

R Alkyl-, Acyl- oder Aryl-Resie sind und 
CO 



CO 

verkniipfl werden. 

21. Verfahren zur Hersiellung der biocheniisch wirksamen Verbindung gemaB Anspruch 13. gekennzeichnet durch 10 
die folgenden Verfahrensschritte: 

a, Herstcllung der Verbindung L-Z, 

b. Umseizen von L-Z mil dem biokompatiblen Substrat S. 
wobei 

zur Herstellung von L-Z eine Verbindung wie Poly- und Dicarbons3uren, Polyhydroxycarbonsauren, Diamine^ 15 
AminosSuren, Peptide, Proieine, Lipide, Lipoproteine, Glykoproteine, Lektine, Oligosaccharide, Polysaccharide, 
OHgonukleotide und deren alkylierie Derivate und Nukleinsauren (DNA, RNA, PNA) und deren alkylierie Deri- 
vale, entweder einzelstrangig oder doppelsixangig vorliegend, die mindestens zwei gleiche oder unierschiedliche 
funkiioneUe Gruppen enthalt, 

niit Nukleinsauren, Pepiiden und/oder Proteinen bzw. deren Derivate, die niindeslens eine funktionelle Gruppe auf- 20 
weisen und die mindestens eine Slruktur enthalten, die spezifisch mil. einer Bindungsdomane eines inlrazellularen 
Biomakroniolekuls zur Bindung befahigl \su 
un^geseizt werden. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB 

die Verbindungen S, L und Z iiber funktionelle Gruppen wie -CHO, -COOH, -NHj, -SH, -NCS, -NCO, -OH, - 25 

COOR und 

wobei 

R Aikyl-, Acyl- oder Aryl-Reste sind und 



CO*^ 



verknupft werden. 

23. Vcrwendung der magnetischen Nanoteilchen gemaB Anspruch 1 zur Separation von Zellen. 

24. Verwendung der magnetischen Nanoteilchen gemaB Anspruch 1 zur Separation von malignen Zellen. 

25. Verwendung der magnetischen Nanoteilchen gem&B Anspruch 1 zur Separation von intrazellul^en Biomakro- 
niolekulen. 
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